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Abstract of WO0008463 

The invention relates to an innmunoacisorber for specific removal of bacterial endotoxins from fluids or 
aqueous, crystalline and/or colloidal solutions, emulsions and body fluids (e.g. blood, plasma, lymph, 
cerebrospinal fluid) and/or fluids (e.g. serum, dialysate) obtained from body fluids. The endotoxins are 
bonded (in vitro, ex vivo or in situ) to avian endotoxin antibodies and eliminated from said fluid. A method 
for the production of the inventive immunoadsorber is also disclosed. The invention can be used in 
medicine, veterinary medicine, biomedicine, biomedical techniques, dentistry, pharmacy, biomedical 
research, pharmaceutical research, medical research, food production and, optionally, environmental 
protection. 



Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



http://v3.espacenet.coni/textdoc?DB=EPODOC&IDX=WO0008463&F=0 



12/30/2005 



# 




nf^T ™ctorganisation for geistiges eigentum 

X A Internationales Bflro .rz. 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTUCHT NACH DEM VERTRAG UBER ME 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBETT AUF DEM GEBIET PES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 
GOIN 33/48 



A2 



(11) Internationale VerdfTentUcliungsniimmer: WO 00/08463 

17. Ftebniar 2000 (17.02.00) 



(43) Internationales 

VerdlfentUchungsdatum: 



(21) Internationales Aiitenzdchen: PCT/DE99/02486 

(22) Internationales Anmeldedatum: 5. August 1999 (05.08.99) 



(30) PrioritStsdaten: 
198 39 429.2 



5. August 1998 (05.08.98) 



DE 



(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten ausser US): PRI- 

VATES INSnrUT BIOSERV GMBH [DE/DE]; 
Dr.-LorenzrWeg 1. D-18059 Rostock (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anrndder (nur fiir US): HEINRICIH, Hans-Wemcr 
[DE/DE]; Hauptstrasse 4, I>-17498 Ricmserort (DE). 
MEYER, Udo [DE/DE]; Mitteldoifstrasse 4, D-18239 
Hastoif (DE). HLINAIC Andreas [DE/DE]; Wollankstrasse 
117. D-13187 Bcriin (DE). KRUSCHICE. Peter [DE/DE]; 
Boddenblick 2, D-17498 Inscl Riems (DE). SASSE. Miiko 
[DE/DE]; KOstrincr Strasse 33a, IV15517 Ftlrstcnwalde 
(DE). 

(74)Anwalt: BAUMBACH, Fritz; Robcrt-R6sslo-5trasse 10, 
D-13125 Bcriin (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: AE, AL, AM, AU, AZ, BA. BB, BG. 
BR, BY, CA, CN, CR, CU, CZ. EE, GD, GE. GH, GM, 
HR, HU, ID, IL. IN, IS. JP, KE, KG. KP. KR. K2, LC, LlC, 
LR, LS, LT, LV, MD. MG, MK. MN. MW, MX. NO, NZ, 
PL, RO, RU. SD, SG, SI, SK, SL, TJ. TM, TR, TT, UA. 
UG, US, UZ, VN. YU. ZA. ZW, ARIPO Patent (GH. GM, 
KE, LS, MW, SD, SL, SZ, UG, ZW), eurasisches Patent 
(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), europaisches 
Patent (AT, BE, CH. CY, DE. DK, ES, FI, FR, GB, GR. 
IE. IT, LU. MC. NL, PT, SE). OAPI Patent (BF. BJ. CF. 
CG. CI, CM, GA, ON, GW, ML. MR. NE. SN. TD. TG). 



VerSffenUicht 

Ohne internationalen Recherchenbericht und emeut zu 
veroffentUchen nach Erhalt des Benefits, 



(54) Title: IMMUNOADSORBER FOR REMOVING ENDOTOXINS FROM FLUIDS. METHOD FOR THE PRODUCTION AND USE 
THEREOF 

(54) Bezelchnung: IMMUNADSORBER ZUR EisTTFERNUNG VON ENDOTOXINEN AUS FLCSSIGKEITEN, VERFAHREN ZU 
IHRER HERSTELLUNG UND VERWENDUNG 

(57) Abstract 

The invention relates to an immunoadsorber for specific removal of bacterial endotoxins from fluids or aqueous, crystalline and/or 
colloidal solutions, emulsions and body fluids (e.g. blood, plasma, lymph, cerebrospinal fluid) and/or fluids (c.g. serum, dialysate) obtained 
from body fluids. The endotoxins are bonded (in vitro, ex vivo or in situ) to avian endotoxin antibodies and eliminated from said fluid. A 
method for the production of the inventive immunoadsorber is also disclosed. The invention can be used in medicine, veterinary medicine, 
biomedicinc. biomedical techniques, dentistry, pharmacy, biomedical research, pharmaceutical research, medical research, food production 
and, optionally, environmental protection. 



(57) Zusammenfassuiig 

Die Erfindung beschreibt einen Immunadsoiber zum spezifischen Entferaen bakterieller Endotoxine aus FlOssigkeiten, wafirigen, 
kristallinen und/oder kolloidalcn Uisungcn, Emulsionen und K&perflUssigkeiten (wie beispielsweise, Blut, Plasma, Lymphe, Cere- 
brospinalfltissigkeit) und/oder aus KdrperflOssigkeiten gewonnene FHlssigkeiten (wie beispielsweise Serum, Dialysat). Die Endotoxine 
werden (in vitro, ex vivo oder in situ) an viilre anti-Endotoxinantikdrpcr gebunden und somit aus der FlUssigkcit eliminiert. Gleichzeitig 
wird ein Verfahren zur Hmtelhing des Immunadsorbers beschriebcn. Anwcndungsgcbiete der Erfindung sind die Medizin, Veterinarmedizin, 
Biomedizin, Biomedizintechnik. Zahnmedizin, Pharmazie, die biologische. pharmazeutischc und medizinische Forschung, die Lebensmit- 
telherstellung und gegebenenfalls der Umweltschutz. 
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Immunadsorbor zur Entfernung von Endotoxinon aus FlOsslflkolten, Veriahren 
zu Ihrar HoFBtellung und Verwendung 

Endotoxine sind komplexe LipopolysaccharidmoiekQIe (LPS), die In der Susseren 
Zailwand gramnagativer Baktarien vorkommen und bei deren Zerfell freigesetzt 
warden, in vivo wird das LPS an ein Semmprotein (LBP) gebunden und nachfolgend 
via LPS-Rezeptoren (CD 14) der IVIonozytan/Makropliagen und dendritischen Zellen 
aufgenommen, wobei die CD14* positiven Zellen aktlviert warden und massiv 
verediiedene Zytokine (IL-1, TNFa, IL-6. IL-8) freisetzen. Die LPS-induzierte 
Zytokinfreisetzung fUlirt, unterstQtzt durch die Bakterien-induzierte 
Komplementaktiviemng zu iebensbedrohendem Fieber (daher werden die LPS- 
MolakOle aucli als Pyrogane bezeoicPinet), diffuser intravasaler Biutgerinnung mit 
Freisetzung welterer ,Sciiockfaktoren° (PAF. Prostaglandine). Andeaing der 
Gefa&permeabiiltat mit naclifoigandem FiOssigkeitsveriust in die Gewebe und 
konsekutivem Blutdmdcabfall, Kreislaufeusammenbruch und hamdrrhagischen 
Nekrosen und schluQendlidi Qber ein Multiorganversagen zum Tod. Krankheitsbiider, 
bel denen die bakierielie Endotox£imie eine prSdominantd Roiie spieK, sind die 
gramnegative Sepsis, der septische Schock, das akute i-eberversagen, die akute 
Pankreatitis und das akute raspiratorische Distress-Syndrom (ARDS), wobei diese 
Erkrankungen audi lieute nocli durdi eine au&erordentiicii iiohe Letalltdt (bis zu 
80%) charakterisiert sind. Die Endotoxine gelangen jedocli nicint nur durch einen 
bakterielle Invasion in den Kdrper, sondem k6nnen auch als ^pyrogene" 
Vemnreinigung mit Infusionsldsungen, Infusionsbestecken, Biomaterialien und mit 
gentecliniscli (baktariell) erzeugten phannazeutischen Produkten exogen appliziert 
werden. 

Um EfKlotoxinverunreinigungen zu entfemen, werden Verfahren, wie die 
Hitzesteriiisation, Dampfsteriiisation. Bestrahlen mit y-Strahien, die Behandlung mit 
Sauren oder Laugen (z.B. US 3644175 und US 3659027). die Adsorption an 
unspezifisch bindende Substanzen (wie Aktivkohie, lonenaustauschertiarze, 
Polymyxin B, DEAE (US 3897309) Oder andere stickstoffiialtige Gnippen (US 
4381239), Amine (EP 0308239, EP 0333474, DE 19848954). Polyathylenimin (DE 
4209988), und SurfaktantmolekQIe (US 4412985)) angewandt Der groate Teil diesar 
Verfaiiren ist ausreicliend. wenn der verbleibende Endotoxinspiegel 0,5 ng/mi nicht 
Qbersciireitet. wenn keine Zerstdrung von in Lflsung vortiandenen Wirksubstanzen 
zu verzeiciinen ist. und wenn keine fDr die Endotoxineiimination und/oder - 
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inaktivrerung eingesetzten Substanzen als biomkompatible Verunreinigung in L5sung 
verbleiben. Ein entscheidender Nachteil aller dieser Verfahrsn besteht in der 
unzureichenden Effizienz und fehlenden Spezifitfit der Elimination, die zum Tell auch 
andere in den Losungen enthaltenen, well unspeziffech wirkend. Substanzen 
eliminiert oder zumlndest deren Losungsl^onzentration reduzlert Die bisher for die 
Endotoxinbindung patentierten Materialien sind ausserdem dadurch charakterisiert, 
daft ein Austauscli zwischen freiem und gebundenenrt Endotoxin nicht 
ausgeschiossen warden kann, so da& die Elimination einen Orenzwert nicht 
unterschreiten kann. 

Die unzureichende Spezlfitat der Endotoxinbindung kann durch den EInsatz von 
Antikbrpem gegen LPS ubenvunden werden, die gegen die speziesQbergreifenden 
„Core Polysaccharide" und/oder den Lipid A-Anteil der EndotoxinmolekOle gerichtet 
sind, und mit ausreichend hoher Avidlt3t ausgestattet, in ausreichend hoher 
Konzentration eingesetzt, Endotoxin effizient und spezifiscii aus den vorgeiegten 
Lbsungen entfemen. DafQr einsetzbare potyklonale Antikdrper werden Ubiiohenveise 
von SSugetieren gewonnen. Dem Fachmann ist bekannt, da& dies im Falle von LPS- 
Antikdrpem auf Grenzen stdfit, da Endotoxine fOr Sduger au&erordentlich toxisch 
sind. sie darQber hlnaus auch nur eine geringe Antigenitdt aufweieen und 
speziesUbergreifende anti-LPS-Antikdrper nur in Spuren induziert werden. 

Es gelang die Etablierung von liybridomzellen, die monoklonate anti-LPS-Antikdrper 
synthetisieren. Ihrem umfangreichen Einsatz standen bisher verschiedene 
IHindemisse im Wege. In frtlheren Patentschriften wunie zwar die zu erwartende 
hohe Spezifitat zweifeisfrel anerkannt (DE 4113602, DE 4209986) aber vorrangig die 
hohen Kosten als nachteilig bemSngelt. Der groatechnische Einsatz monoklonaier 
AntikOrper, die als Ascites in MSusen und anderen Kleinnagern gewonnen werden, 
ist auch aus GrQnden des Tierschutzes nicht zu realisieren, obwohl diese Antik6rper 
am ehesten in den notwendigen Konzentrationen vorliegen dOrften. Die 
Antik6rperproduktion mittel Hybridoms in Zeilkultur bedingt vorrangig die hohen 
Kosten, da die Antikdrper angereichert (konzentriert) werden mOssen und die 
Zeilkultur absolute Sterilbedingungen entweder unter serumfreien Bedingungen oder 
in LPS-freien Serum erfordert. 

ErstaunlichenA^eise vertragen VOgel gro&e Mengen von LPS ohne klinisohe Reaktion. 
im E^ebnis einer kOnstiichen Immunisierung kfinnen hohe spezifische 
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Antikorperkonzentrationen im Plasma und Eidotter erzielt werden. Wird die 
AntikOrperproduktion unter Verwendung von SPF-HOhnem durchgefDhrt. kdnnen 
sowohl die erforderiichen Konzentrationen an Antikdrpem, als audi die notwendlge 
Menge kostengQnstig auch fUr eine medizinische Anwendung hergestellt werden. 

Nachteilig fQr eine medizinische Anwendung von .Sdugetier-Antikdrpem ist. dd& in 
Semm oder Plasma die Aktiviemng des menschllchen Komplementsystems erfolgt. 
Aktiviertes Komplement kann unter bestimmten Umstanden schwere Erkrankungen 
hen/omjfen. Diese Eigenschaft ist an den Fc-Rezeptor der inimungbbuiine 
gebunden, so da& entweder diese Antikdrper nur als Fab^ragnnente eingesetzt 
werden kOnnen Oder der Fc-Tell des AntikOrpers an ein Tragermaterial gebunden 
und damit biologisch inaktiviert wird (DE 19653669). Zumindest die Venvendung von 
Fab-Fragmenten verteuert das Verfahren betrSchtlich. 

Der Erflndung lag deshaib die Aufgabe zugrunde. immunadsorber zur Entfemung 
von Endotoxinen aus FIQssigkeiten zu entwickein, die die Nachteile des 
beschriebenen Standes der Technik nicht aufweisen. 

Die Erfindung wird gema& den PatentansprQchen 1, 7 und 9 realisiert. Die 
UnteransprOche sind Vorzugswarianten. Wesenflicher Bestandteil der 
erfindungsgemdSen Immunadsorber sInd spezlfische aviare Immungiobuline vom 
Typ IgY, die neben einer QbenBschend festgestellten au&erordentiichen A^ditat und 
Obergreifenden Spezifitat zu Endotoxinen das menschltohe Kompiementsystem nicht 
aktivieren. 

Die beschriebene Serospezifitat von monokionaien Antikdrpem gegen LPS, eriauben 
ausschlie&iicii die sehr selektive Elimination definierter LPS-MofekDIe. Durch die 
r Venvendung von Antigenen gegen die speziesUbergretfende ^.Core-Polysaccharide" 

und/oder den Lipid-A-Anteil des EndotoxinmolekOls boi der Immunisierung der 
HQhner werden polyklonale Antikdrper erzeugt. die erfindungsgemfiS eine breites 
Spektaim von LPS-MolekQIen erfassen und somit den Nachteil, der fQr monoklonale 
Antikoper beschrieben worden ist, Qberwinden. 

Der erftndungsgemd&e Immunadsorber ist besonders geeignet, sdure- und 
laugenempfindliohe, hitzesensrtive, strahlenempfindiiche Ldsungen mit oder ohne 
Serum von LPS zu befreien. Weiterhin ist der Einsatz be! gentechnisch hergestelten 
Phanmaka oder ahnlichen Produkten, die als Produktionsquelle gramnegative E. coll- 
Stamme verwenden und deshaib immer eine potentielle Verunreinigung mil LPS 
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aufweisen kdnnen. angezeigt AuQenlem soil der Einsatz beim Reinigen von 
Ldsungen mit schwachen Endkonzentrationen an Wirkstoff wegen der hohen 
Spezifitat und Aviditat der AntikOrper besonders hervorgehoben werden. 

Die avi£iren Antikdrper werden vorzugsweise kovalent aber auch adsorptiv an 
natOriiche Oder synthetische TrSgermateriaiien gekoppelt Oder Qber Spacer Oder 
Linker an diese so gebunden, da& kein AntikOrperteakage (Abdtffundieren des 
Antikorpers nach der Auswaschphase) nachweisbar ist Die Tragermaterlalien 
kdnnen ais Partikel fQr batch-type-Reinigung, ais SAuien fOr GrO&volumenreinigung 
Oder in Form von Membranen (Schiauche, Hohifasem) eingeeebrt werden. 

ausfOhrungsbeispiel 1 

i-lerstellung speztfischer IgY durch Immunisierung von IHQiinern mit LPS: 
10 Tage nacii Aufstallung warden 4 IHQIiner mit je 100 pg LPS (Escbertehia coii J5. 
Fa. Sigma) immunisiert Das Antigen ist in 0.5 mi PBS gelfist und wird unmitteibar vor 
Immunisierung in 0,5 mi kompietten Freundschen Adjuvans dispdrgiert Die 
immunisierung erfolgt i.m. in 5 Depots. 3 Wochen nacli der ersten Immunisierung 
werden die HOhner mit gleicher Antlgendosis unter Venivendung inkompletten 
Freundschen Adjuvans emeut immunisiert Islach weiteren 3 Wochen erfo^ eine 
zweite Boosterung. Ab 8. Woche nach immunisierungsbeginn werden die EierfOr die 
Gewinnung spezifischer IgY gesammelt. Dazu wird das Eidotter pr^pariert und die 
darin enthaltenen Antikdrper nach mehreren Gefrier-Tau>Zykten durch fralcttonierte 
Fdiiung gewonnen. Pro Dotter kfinnen zwischen 20 und 50 mg IgY prflpariert 
werden, 5 - 10 mg sind Qbiichenveise spezlfische AntikOrper. 

Kopplung an CNBr-Sepharose (Fa. Phannacia): 

10 mg spezifischer AntikOrper werden nach Vors^rift des Herstellers an 5 ml CNBr> 
Sepharose gekoppelt. 

Entfemung von LPS aus Puffer (Batch-Verfahren): 

PBS wird mit 25 jjg/ml LPS (E. coii J5) versetzt. 1 ml I_PS-PBS wird mit 1 ml IgY- 
Sepharose gemischt und fQr 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem ROhren 
inkubieit. Nach dieser Zeit wird der Gehalt an LPS im Puffer und am Gei gebunden 
nach Auftrennung mitteis Potyacrylamldgel-Elektrophorese fc>estimmt (AbbiUungen 1 , 
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und 2). Es ist ersichtlich, dafi homoioges LPS quantitativ aus dem Puffer entfemt 
wurde. 

ausfOhruncssbeispiel 2 

10 mg spezffische Antikdrper wurden nach Vorschrift des Hersteliers an 5 mi Aff>- 
Prep Hz Qel (Fa. BIO-RAD) gekoppeit 

LPS folgender Spezies wurden in einer Konzentration von je 25 pg/ml in PBS gelfist 
E. ooii JS, E. coli 0111:84, Salmonella enteritidis, Shigella flexnerie und Bordeteila 
bronchiseptica. 

Je 1 ml LPS-PBS wird mit 1 ml IgY-Sepharuse gegen LPS von E*coli J5 gemfscht 
und for 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem RQhren inkublert. Nach dieser Zelt 
wird der Gehalt an LPS im Puffer und am Gel gebunden nach Auftrennung mitteis 
Polydcrylamidgel-Elektrophorese bestlmmt* Auch LPS heterologer Herkunft wird 
quantitativ aus dem Puffer entfemt. 

auspQhrungsbeispiel 3 

5 ml ONB-Sepharose 4FF (39 pmol/ml Gel) wird aus Aceton in Waseer Obertragen 
und mit 5 ml IgY-Losung (22 mg/ml) vermischt Der pH wird auf 3,0 eingestellt und 
die Suspension fOr 1 h bei Raumtemperatur leicht bewegt Nach dem Koppein wird 
das Gel gewaschen und unter Venvendung von 1 M Ethanoiamin in 0,1 m 
Boratpuffer gebiockt. Nach emeutem Waschen wird das Gel fQr 3 d in Boratpuffer 
(pH 8,3} leicht bewegt. Nach alkalische Hydrolyse konnte eine gekoppelte 
Proteinkonzentration von 12 mg/ml Gel emirttelt warden. 

1 ml IgY-Gel wird in eine Minisaute verbracht und durch alternatives Waschen mit 
saurem und neutralem PBS equilibriert, 

10 ml Spenderpiasma wurden mit 1 pg LPS (E.coli J5) versetzL Das so behandeite 
Plasma wurde 5 mal Qber die SSule gelelteL Nach dieser Behandlung wurde der 
LPS-Gehait Im Plasma mit dem Limulus-Test mit < 50 pg/ml bestimmt 
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PatentansprQche: 

1. immunad8orber zur Entfemung von Endotoxinen aus FIQssigkeiten 
gekennzeichnet durch Tragermaterialien aus organischen oder synthettschen 
Polymeren mtt gebundenen Antikfirpem, die gegen Endotoxins gerichtet sind. 

2. Immunadsorber nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, da& die Antikflrper 
aviare Antik6rper des Type IgY sind. 

3. lmmunad$ort>er nach Anspruch 1 und 2. dadurch gekennzeichnet, da& die 
AntikOrper Qberwiegend gegen die speziesobergrerfende ^Core Polysaccharide" 
und/oder den Lipid ArAntei! der Endotoxine gerichtet sind. 

4. imunadsorber nach Anspruch 1 bis 3 dadurch gekennzeichnet, dad die 
Aniikdrper kovaient oder adsorptiv an das Tragermaterialgebunden sind. 

5. Immunadsorber nach Anspruch 1 bis 4,dddurch gekennzeichnet. da& die 
Antik6rper Qber Spacer oder Linker an das TrSgermateriat fixiert sind. 

6. Immunadsorber nach Anspruch 1 bis S^dadurch gekennzeichneti da& das 
Tragemiaterial aus Membranen oder Partikein aus z.B. Zelluiosederivaten oder 
Acrylaten besteht 

7. Verfahren zur IHersteilung von Immunadsorbern gem&& der Anspruohe 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daft an Trflgermateriaiien aus organischen oder 
synthetischen Polymeren, AntikSrper, die gegen Endotoxine gerichtet sind, 
kovaient oder adsorptiv gekoppeit werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da& die AntikOrper durch 
immunisierung vorzugsweise von Kleinsdugem, wie Mduse, Ratten oder 
Kaninchen oder Vdgein, wie z.B. HQhnem, mit dem entsprechenden Antigen 
hergestellt v\/erden. 

9. Venvendung von Immunadsorbem gemaK Anspruchen 1 bis 6 als wirksamer 
Bestandteil einer Vorrichtung zur Entfemung von Endotoxinen aus FIQssigkeiten, 
v^ie Biutplasma oder pharmazeutischen Zubereitungen. 
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10. Verwendung nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet, da& die Immunadsorber 
fQr die Piasmapherese be! Patienten mit Endotoxdmie und/oder Sepsis 
eing^etzt werdeifi. 



